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Verfahren zur Hemung dor katalvtischan A V tivltSt von P.p tidhvd™^., 
AnKendunn» sRebiet der Erf iridunft 

Die Erf indung betriff t ein Verfahren zur Heaaung der katalytischen 
. Aktivitat solcher Peptidhydrolasen, die vahrend ihrer Funktion koine 
C-terainal freien Carboxylgruppen in Substrat bonotigen und insbesondere 
katalytisch wirksane Serin- oder Cysteinreste enthalten. Solche Peptid- 
hydrolasen konnen untor labordiagnostischen, aedizinischen und lebens- 
oxtteltechnischen Gegebenheiten oder bei Verfahren auf diesen Gebioten 
nit unerwUnscht hoher Aktivitat auftreten. 

Inbibitoren von Peptidhydrolasen verdon als Feinchemikalien in der 
Biocheaie, Molekularbiologie, Kedizin, biocheaischen Genotik, Pharaazie 
, sovie Lebensnittelwissenschaf t und -Industrie benotigt.. 

Charakteristik der bekannt en techniscl^n T-Kc^ ,. 

Bisher gelingt die gezielte Hennung einiger Peptidhydrolasen insbesondere 
•durch dze Isolierung proteinartiger Substanzen aus pf lanzlichen und 
taerischen Organismen (Ann.Rev.Biochea. 4£, 593-626 (1 9 80)) oder durch 
synthetisch zugangliche Substanzen, vorzugsweise aus der Klasse der 
Peptidaldebyde, der Peptidyl-halogenmethylketone, der Azapep*tide und 
der Peptidyl-H-nitrosoaMde (Methods in Enzyaology, Bd. XLVI, Academic 
Press, New York 1977, S.>240).. 

In einea typischen Verfahren zur Gevihnung eines natlirlich vorkoaaenden 

ITZTll ? 410 proteo ^ tisch - *W ~. 

1 T d ' ^ Kinino « enasen Vird inhibitorhaltiges Material 

Z P ° 0atia iS0Uert — aufwendige zentrifugationsschritte 

.Trssr -0 *'" verfahr . n zuaaktiven inhibitor <~ 

Von den synthetisch darstellbaren Inbibitoren ergehen sich fur Peptid- 
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aldehyde und Azapeptide, insbesondere fur. solche, dio oehrfunktionelle 
Aminosauren enthalten, langwierige Darstellungsverf ahren kit niedrigen 
Ausbeuten. 

Peptidyl-H-nitrosoamide enthalten die als mutagen bekannte N-Nitroso- 
amidgruppe, wodurch eine Anvendung veitgehend eingeschrankt wird. 

Die veiterhin beschriebenen Peptidyl-halogenmethylketone enthalten als- 

-Halocarbonylverbindungen eine fUr Hucleophile, vie sie in biolo- 
gischen FlUssigkeiten in hohen.Konzentrationen auftreten konnen, leicht 
angreifbar Halogenaethylgruppe. Die entstehenden Reaktionsprodukte be- 
aitzen nicht mehr die typischen Inhibitoreigenschaften der Peptidyl- 
halogenmethylketone, so dafl unter solchen Bedingungen der Gehalt ani 
aktiven Inhibitor am.Wirkungsort schnell absinkt (Amer.Rev.Resp.Dis! 
121, 381-387 (1980)). 

AuCerdem hat sich gezeigt, daB Peptidyl-halogenmethylketone mit einer 
Oder mehreren freien Aminofunktionen im Molekiil, deren Zielenzyme d^it 
als Aninopeptidascn gekennzeichnet sind, zusatzlich durch Cyclisierungs- 
reaktionen destabilisiort *erden, v as ihre Verwendbarkeit veitgehend 
ausschlieGt. 

Ziel der Erfindun.^ 

Ziel der Erfindung ist ein leicht anwcndbares, unter Anwendungsbedin- 
gungen genUgend robustes Verfahren zur spezifischen Henaung der kata- 
lytischen Aktivitat solcher Peptidhydrolasen, die Wahrend ihrer Funk- 
tion keine C-terminal freien Carboxylgruppen in Substrat benotigen und 
insbesondere katalytisch virksamo Serin- oder Cysteinreste enthalten. 

Darlegnng des Wesens der Erf indnn ff 

Der Erf i„ dung liegt - die Aufga])e eift Ve rfahr en unter Anwendung 

stabilerund synthetisoh leicht darstellbarer Inhibitoren hoher Spezifi- 
tat fUr eine Anzahl von Peptidhydrolasen zur VerfUgung zu stellen. 
ErfindungsgeaaB e rfmit ein Verfahren unter Verwbndung von Substanzen 
der allgemeinen Ponael 



1 



dlese Forderungen. 
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In der Fornel bodeutet R einen c*- Aninosaure-, zun Beispiel 
NH 2 -CH (CH^)- fiir L-Alanin f einen N-gaschiitztenOt-Aminosaure- oder 
einen Peptidylrest, dessen genaue Struktur vom Zielenzym fiir den be- 
treffenden Inhibitor abhangt. Die so Struktur auG so beschaffen sein, 
daB die betreffende Peptidhydrolase eine Substanz.mit einer -CO-HH- . 
Gruppe anstelle des -CO-NHOCO-Restes in Formal I als Substrat umsetzt* 

R^steht fiir einen Phonylrest, der in ortho- f meta-oder para-Stellung 
zur Carbonylgruppe keinen, einen oder in einer Kombination dieser 
Stellungen.zuei Substituenten/ vorzugsveise F f CI, Br, HOg, CH^, 
CH 3 0 tragt. 

Bei der Einwirkung der u a Brig on Losucg einos Stoffes der Formal I 
mit einem solchen Rest R der von der betreff enden Peptidhydrolase als 
Substrat erkannt wird, auf die ira biologischen Material enthaltene oder 
die isolierte Peptidhydrolase unter auQeren Bedingungen, bei denen das 
Enzym Ublicherweise seine katalytische Uirkung entfaltet, kommt es zu 
einer zeitabhangigen irreversiblen Hemmung der Enzymakiivitat, die 
unter andcrem von der Enzynkonzentration, der Inhibitorkonzentration 
und der Struktur der Reste R^und R abhangt. 

Das erfinduhgsgeraaBe Verfahrcn entfaltet dabei seine Virkung der art, 
daB nach Bindung der Inhibitoren an das Zielenzym ein Anion, im Falle 
der Struktur I also R-COCT, abgespalton wird und das verbleibendo 
hochreaktive Internediat von Typ R-COHH* selbst oder nach schnellen 
Umvandlungen solchc chcnische Gruppen im Enzym blockiert, die fiir das 
katalytische Geschehen bedcutsnn sind* Die sen Typ der Hcmmung eines 
Enzyms bezeichnet man als enzymaktiviorto Inhibierung* Ein uichtiger 
Vorteil des Verfahrens unter Vertfendung von Henmstof f en *auf dieser 
Basis besteht darin, daB die chemisch hochreaktive Gruppe des Inhibi- 
tors sich erst nach der Einvirkung * auf das Zielenzym herausbildet, so 
daB urispezifische Hemmeffekte auf andere Poptidhydrolasen und chemische 
Nebenreaktionen weitgehend vermieden verden« Inhibitoren mit der Grund- 
struktur I zeichnen sich durch eine hohe Spezifitat aus # Sine Variation 
dieser Spezifitat zur Returning der verschiedcnen Peptidhydrolasen mit 
katalytisch virksamen Serin- oder .Cysteinresten im MolekUl gelingt in 
der Regel schon dadurch, daB zun Beispiel bei konstanten Rest R^ . 
(4-Nitrophenyl) der Rest R -dor Spezifitat des Enzyms angepaBt wird # 
Die dazu notigen synthetischen Operationen entsprechen den Ublichen 
Hethoden der Peptidchemie*. * * 
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Genii sc he von Peptidhydrolasen lassen sich durch Geciische der fUr die so 
Hydrolasen spezifischen Inhibitoren heoaen* 

Die erf indungsgemaflen Inhibitoren konnen auch als Salze zum Beispiel 
Hydrochlorid, Tosylat vorliegen # - 

Ausfiihrungsbelspiele 

Die Erf indung soil nachstehend an fiinf Ausfiihrungsbeispielen naher 
erlautert verden/ # . 

Beispiel 1 

Die in den Beispielen 2 bis 5 verwendeten Inhibitoren verden aus den 
entsprechenden Peptidylhydroxamsauren nach f olgender „ allgemeinea Vor- 
schrift hergestellt. 

2,67 mMol N-geschutzte Peptidylhydroxamsaure verden in 5 ol Wasser 
unter RUhren Ait 3 mHol NaOH und 2,7 oMol 4-Nitrobenzoylchlorid, ge- 
lost in 5 nil Tetrahydrofuran, bei 5°C versetzt. Han laflt noch eine 
Stunde bei Raum temper a tur stehen und giefit'die Mischung anschlieBend 
in 50 bis 100 ml Eisvasser* Der ausfallende Niederschlag vird abgesaugt 
und uber KOH getrocknet. Die Peptidyl~N(4-Hitrobenzoyloxo)araide verden 
in der Kegel aus Sthylacetat uxnkristallisiert« 

Beispiel 2 

Dipeptidylpeptidase IV vurde unter Verwendung von Ala-Pro-N-(4-Nitro- 
benzoyloxo)anid ♦ HC1 irreversibel gehemmt. 

.Die Reaktionslosung enthielt 1,1*10~\ol/l Inhibitor, 0,037 mo 1/1 
Natriuaphosphatpuffer (pH 7 t 6), KC1 urn die Ionenstarke auf 6,125 ein- 
zustellen. und 0,3 jig Dipeptidylpeptidase IV, Die Reaktion wurde durch 
Zugabe des Enzyms zur Inhibitor losung gestartetund bei 30°C durchge- 
fiihrt. .. ... 

Das Gesautvolumen des Reaktionsansatzes betrug 2,7 &1« 
Im zeitlichen Ab stand von 10 Minuten Wurde n Proben von 0,2 ml dem 
Reaktionsansatz entnommen und in einem Testansatz die verbliebene En- 
zymaktivitat im Vergleich zu einem mitgelaufenen Blindwert ohne Inhibi- 
tor vermessen, Nach 20 Minuten war die Aktivitat der Dipeptidylpepti- 
dase auf 5055 der Ausgangsaktivitat ge sunken, nach 120 Minuten war keine 
Erizymaktivitat mehr nachweisbar, 

Der Testansatz zur Bestimmung der Enzymaktivitat enthielt 0,037 mol/1 
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Katriunphosphat bci P H 7,6 und 2,0 . 10~ 3 Ala-Pro-4-nitroanilid. Dio 
Enzymaktivitat wurde spektralphotometrisch anhandder Extinktionszu- 
nahme durch freigesetztes 4-Nitroanilin bei 390 nra ernittelt. Das Ge- 
samtvolumen des Tcstansatzos betrug 2,7 ml. Gemessen wurdo bei 30°C. 

Beispiel 3 

Im Huraanurin enthaltene Dipeptidylpeptidase IV wurde unter Verwendung 
von Ala-Pro-U-(A-Kitro-benzoyloxo)anid . HC1 Irrcvcrsibel inhibiert. 
Zu dem in Beispiel 1 angegebenen Reaktionsansatz wurde anstelle oines 
Teils der Pufferlosung 0 f 5 ml Humanurin gegeben. Die Enzymaktivitat in 
Abhangigkeit von der Sinwirkungszeit vurdo analog Beispiel 1 bestimnt. 
Hach 20 Minuten Reaktionszeit betrug die restliche AktivitSt der Dipep- 
tidylpeptidase IV noch 5QS6, nach 120 Kinuten war keino Aktivitat mehr 
nachweisbar. 

Beispiel 4 • 
Therznitase (cine mikrobiclle Protease aus Thcrmoactinomyces vulgaris) 
wurde unter Verwendung von BOC-Ala A K-( / H-nitrobcnzoyloxo)a!flid irrever- 
sibel inaktiviert. 

Die Reaktionslosung enthielt 4,2 . 10~ 5 mol/l Inhibitor. und 0,033 nol/1 
Tris-Puffer (pH ?,5)# .Der Thermitasesohalt betrug 1,4- . 10" mol/1; 
.der Reaktionsansatz 1,5 ml wurde auf 30°C gehalten. Im zoitlichen Ab- 
stand von 2 Hinuten wurden Proben von jo 0,1 ml entnomnen und im Test- 
ancatz auf die verbliobene Enzymaktivitat im Vergleich zu einea mitgo- 
laufencn Blindwert ohne Inhibitor zusatz vermessen. 
Nach 2 Hinuten betrug die Aktivitat der Thermitase noch ca 50f5 des 
Ausgangswertes, nach 15 Kihuten war koine Enzymaktivitat mehr nach- 
weisbar* 

Der Testahsatz~zu^ der Enzymaktivitat enthielt 6,033 ool/l 

Tris-Puffer pH 7,5 (30°C) und 5.3 • 10"*»ol/l B0C-Ala-Ala-4-nitroani- 
lid. Die Enzymaktivitat wurdo durch einen Extinktionsansticg bei 390nm 
ermittelt. 



Beispiel 5 • ' . 

Slastase aus Rinderpankreas wurde unter Verwendung von BOC-Alia-Pro-Ala- 
H-(4-Hitr6benfcoyloxo)amid irreversibel inhibiert. Die Reaktionslosung 
enthielt 2,8 . 10~\iol/l Inhibitor, 0,033 nol/1 Tris-Puffer (pH 8, 0) 
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Der Elastasegehalt betrug 5 t 3\ 10~ 6 nol/l, der Reaktionsansatz von 
1,5 ml wiirde bei 30°C gehalten. In zeitlichen Abstand von 5 bis 10 
Minuten vurden Proben von je 0,1 ml entnonmen'und in Testansatz auf 
die verbliebene Enzymaktivitat in Vergleich zu einem mitgelaufenen 
Blindvert ohne Inhibitorzusatz vernessen. Nach 18 Minuten betrug die 
AktivitSt der Elastase noch 5<# des Ausgangswertes und var nach 120 
Minuten nehr nachveisbar« 

DerTestansatz enthielt 0,033 mol/1 Natriuaphosphat pH 7,0 und 2,4 [ 
10 mol/1 BOC-Ala-4-nitropkenylestor. Die Messung der Enzynaktivitat 
vurde.spektralphotometrisch bei 405 nm anhand des freigesetzten 4- 
Nitrophenols durchgefiihrt. 
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Erf indun.-sansarucho • *• . 

1; Verfahren zur Kenaung dor Aktivitat von solchen Poptidhydrolaseri, 
die vahrend ihrcr Funktion keino C-terninal freie Carboxylgruppe 
im Substrat ben'dtigen und insbesondere katalytisch wirksane Serin- 
oder Cysteinreste enthalten, gokennzeichnot dadurch, daB Substanzen 
der allgemeinen Formel I 

R — C HH-O* — C - P. 

II |l 1 • 

0 0 

angewandt uerden; vorin R eine <* -Arainosaure, eine N-geschUtzte 
«-Aminosaure oder eineh Peptidylrest, dossen genauo Struktur vom 
Zielenzyn fUr den betreff enden Inhibitor abha'ngt, bedeuten, woboi 
diese Struktur so beschaffen 1st, daB dio botreffende Peptidhydro- 
lase eine Substanz mit einer -COKH-Gruppe anstello der -C0NH-0CO- 
Gruppe in Formel I als Substrat uasetzt und R^fiir oinen Phenylrest, 
der in ortho-, acta- oder para-Stel lung zur Carbonylgruppe keinen, 
oinen oder in einer Koabination dicser Stellungcn zwei Substituen- 
tcn, vorzu G £,v;eiso F, Cl,Br f H0 2 ,CH 3 ,CH 3 0 tragt, steht, wobei der 
. aktive Keraastoff ein enzymaktiviertes Interiaediat vom Nitrentyp 
darstellt. 

•2. Verfahren zur Heaaung von Peptidhydrolasen gekennzeichnet durch die" 
Anvrendung von Mittoln., die einen inhibitor gemSB dea Verfahren in 
Anspruch 1 enthalten. 



